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PROCEDE D'IDENTIFICATION ET/OU DE CLONAGE DE PROMOTEURS 
TRANSCRIPTIQI^nNfELS, ET UT[LISATIQN DE CES PROMOTEURS POUR 

^EXPRESSION DE GENES 

La pr§sente invention conceme le domalne du g6nie g6n§tique. Plus 
5 particuli&rement, Tinvention oonceme tin proo§d6 pour ridentification et le 
donage de promoteurs transcriptionnels. 

Les progr^s accomplis dans le domaine de la biologie moleculaire 
ont permis de modifier des microorganianes pour leur faire produire des 
prolines hStferologues. En particulier, de nombraises 6tudes g&i6tiques ont 

10 porb& sur la bacbferie £ colt et stir la levxire Sacdmronufces. Toutefois, 
Tapplication industrielle de oes nouveaux modes de production est encore 
limitfee, en particulier par les problfimes d'efficadte d'expression des gtoes 
dans oes microorganismes reoombin^. Aussi, dans le but d'augmenter les 
performances de oes syst&mes de production, il est necessaire de pouvoir 

15 disposer de promoteurs forts, permdtant d'obtenir des niveaux 61ev6s 
d'expression de protSnes h6t§rologues. II peut fegalement toe souhaitable de 
disposer d'un grand nombre de promoteurs vari^, actifs dans differentes 
conditions physiologiques. 

Chez Rcolir certains promoteurs forts ont &t& decrits (promoteurs des 

20 op6rons tryptophane et lactose). De mSme, diez la levure S. cereoisiae, des 
Etudes ont port§ sur des promoteurs dMv& de genes impliqu^s dans la 
glycolyse. On peut dter notamment les travaux sur le promoteur du g6ne de 
la S^hosphoglyc^rate kinase PQK pobson et al., Nudeic Add Res. IQ, 1982, 
2625; Hitzeman et zL, Nuddc Add Research 1982, 7791), sur odui du gtoe 

25 de la glyoerald6hyde-3-phosphate deshydrogfenase GAPDH (Holland et aL, 
J.Biol.Chem^ 25^ 1979, 9839; Musti et aL, Gene 25, 1983, 133), sur oelui du 
g&ie de Talcool deshydrogSnase 1 ADFTl (Bennentzen et al., J,Biol.Chem, 
2S 1982, 3018; Denis et al„ J^BioUChem. 25r 1983, 1165), sur celui du g^e de 
I'enolase 1 ENOl (Uemura et aL, Gene Mr 1986, 65), sur oelui du g&ie 

30 GALI/GALIQ Johnston et Davis, MoL Cell. Biol. 4 (1984) 1440) ou sur oelui 
du gfine CYCl (Guaienbe et Ptashne, PNAS 7§ (1981) 2199). 

Toutefois, il est clair que le g§nome de oes cellules n'a pu etre 6tudi6 
compl^ement, A qu*il renferme potentiellement d'autres promoteurs forts 
non encore identifies. De m&ne, de plus en plus, des proc&des recombinants 
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visent atijourd'hui k utiliser de nouveaiix types de celltiles hdtes (cellules 
animales, v6g6tales, levures, champignons ou bacteries). 

Ainsi, des ouUls gfenfetiques ont 6te d§velopp& afin de se servir de la 
levure Kluyueromyces oomme cellule hdte pour la production de proteines 
5 recombinantes (EP 361 991)- Des Studes ont egalement 6t6 entreprises avec 
BacUlus svbtms (Saunders et al., J, Bacberiol. 169 (1987) 2917), avec levure de 
brasserie (EP 201 239), ou encore avec les levures Pidim pastoris (EP 344 459), 
Schizosacdmromyces pombe (EP 385 391) ou Sdvmtmicmyces (EP 394 538). 

Cependant, les promoteurs utilis&s dans oes nouveaux syst^es tie 
sont pas encore optimises. En particulier, il s'agit souvent de promoteurs 
hfet&ologues, dest-a^-dire provenant d'autres n:ucroorgamsmes, ce qui peut 
engendrer dlff^rents inconvfinients, et notamment limiter Tactivit^ du 
promoteur k cause de I'absenoe de certains 6l6ments de la machinerie 
transcriptionnelle (par exeir^le de trans-acUvateurs), presenter une ceriaine 
toxidtfe pour la cellule hdte due k une absence de regulation, ou af fecter la 
stabilite du vecteur. 

Dans oes conditions, Texploitadon de ces s)rst&mes de production 
impose de possMer des promoteurs adapt§s, pr^erentiellement 
homologues, regulables et forts, n est done important de pouvoir disposer 
d'lrn. moyen efficace, simple et Hable permettant de rechercher et d'isoler des 
promoteurs k partir de bout hfite oellulaire. 

La demanderesse a maintenant mis au point, et ced constitue un obj^ 
de la pr§sente invention, un proo§d6 particulidrement avantageux permettant 
25 d'identifier A de doner des promoteurs transcriptionnels. Plus pr&is&nent, 
rinvention oonceme un procedfe ^identification et/ou de donage de 
promoteurs transcriptionnels foncdonnds dans un h6te donnj^ sdon lequel 
oneffectue les 6tapes suivantes : 

- on pr^)are une banque d' ADN d'une ceUxile de depart d6terminfi^ 
30 - on r^se une mutagfinSse inserdoimdle par transposition sur cette 

banque permettant d'ins&er dans TADN de la cellule de depart xm 
transposon portant un gfene reporteur dont I'expression dans Thflte donnS 
peut Stre mise en Evidence, 

- on sSectionne le(s) done(s) exprinaant, dans des conditions de 
35 culture d^jerminfees, ledit gSne reporteur dans ITidte donne, et, 



15 
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- on isole le fragment d'ADN comprenant la region promotrice du 
(des) clone(s) ainsi selectionne(s). 

Le proc6d6 de donage sdon rinvention est particulierement 
avantageux pviisqu'il peut gtre appliqu^ k toute cellule de depart, et qu*il n'est 

5 pas n&essaire de oonnaitre la foncHon et/ou la structure du g^e 
naturellement exprim6 par ce promoteur, Ce proo§d6 permet ainsi de doner 
des promoteurs parfaitement inconnus. Par aiUeurs, un autre avantage du 
precede de invention est qu'il permet de doner des promoteurs actifs dans 
des conditions de culture dfitermin^^ et de ce feit d'orienter la selection des 

10 promoteurs en fonction par exemple d'un type de r§gulation souhaite. Le 
proc6d6 de l*invention est ggalement avantageux puisqu'il peut permettre 
Tidentification rapide du gene place sous le controle du promoteur isol6 par 
determination d'un court fragment de sfequence au niveau de la jonction entre 
le transposon et le fragment d'ADN de la souche de depart au moyen d'lm 

15 oligonudeotide spedfique du transposon. 

En ce qui oonceme la premise ftape du proo§d6 de Tinvention, elle 
est applicable H tout type de cellule et notamment aux cellules eucaryotes et 
procaryotes, 

Parmi les cellules eucaryotes, on peut dter les cellules v6getales, 
20 animales, les levures, ou les chanq)ignons. En particulier, s'agissant de 
levures, on peut dter les levures du genre Sacdharomyces, Kltofueromyces, 
Pichia, S(kwanmomt/ce$, ou Hansenuk. S'agissant de cellules animales, on peut 
dter les cellules COSy CHO, 027, etc Parmi les diampignons susoeptibles 
d'Stre utilises dans la presente invention, on pexit dter plus particuliSrement 
25 Asperg^us ssp, ou Tridtoderma ssp. Comme h6tes piocaryotes, on peut utiliser 
les bacbgries telles que Esdteridiia colt, ou oelles appartenant aux genres 
CorynAacterium, Bacillus, ou Streptomyces. 

Le dioix de la cellule de depart peut dtre dictg par di££§rents crit^res 
(£adlit§ de manipulatioiv fort niveau d'expression de prot^ines, analyse d'une 
30 cellule peu 6tudi6e, etc). 

La banque d'ADN de la cellule de depart peut 6tre une banque 
gSnomique ou une banque d'ADNc Celles-d peuvent 6tre prSparges par 
toxite technique coxmue de Vhomme du mfetier. Notamment, s*agissant d'une 
banque g6nomique^ elle peut Stre pr^aree par rupture des cdlxales, digestion 
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de TADN au moyen d'enzymes de restriction et insertion de I'ADN ainsi 
digere dans un vecteur, G6n6ralement, on utilise des conditions de digestion 
(enzymes, temps de reaction, etc) permettant dobtenir des fragments dime 
taiUe d'environ 4 i 8 kb. S'agissant d'une banque d'ADNc, die peut etre 

5 pr6par6e k partir des ARN, par transcription inverse. 

Pour des raisons de commodity, la banque est gfen&alement prepar6e 
chez Rcolit dans des vecteurs de type pBR32Z Par aiUeurs, pour permettre le 
tranfert de la banque depuis la souche initiale [Rcoli] vers Thdte dans lequel 
Texpression est recherchfee, il est possible d'utiliser soit des vecteurs navetbes 

10 capables de replication dans les 2 types d'hotes, soit de construire des 
transposons poss6dant les gl^ents n§cessaires k la r6plication et la selection 
dans rhdte dans lequel Texpression est recherchee, Cette deuxitoie 
alternative prfesente Tavantage de ne pas utiliser des vecteurs de taille trop 
grande pour r6aliser la banque. 

15 En ce qui conceme la deuxi&ne 6tape du proofedfe de I'invention, le 

g§ne rq)orteur est un g^ne dont Texpr^ion peut Stre mise en 6videnoe dans 
rhdte donnfe. H peut s'agir dun gfene induisant une coloration des souches 
(gSne l^c^ notamment) ou leur conf&ant un caractfire luminescent (gene 
luxA notamment), ou encore dun gfene oonffirant une resistance k la souche 

20 Igdne confferant la r&istance au G418 (gSne aph) ou au cuivre (gene CUPl) 
notamment]. 11 peut 6galement s'agir d'vm gfine indispensable k la croissance 
de la souche dans certaines conditions de culture, etc 

A titre d'exemple de g&ae reporteur particuliSrement avantageux 
pour les levur^ Klactis lac4, le gfene laqZ d!Ecoli oodant pour £-gaiactosidase 

25 permet une sfilection sur milieu lactose (Chen et aL, J, Basic Microbiol 28 
(1988) 211). 

Le g^e reporteur doit ^e present dans le transposon dans une 
forme ne penn^lant son expression que par fusion traductiormelle avec un 
g&ie de I'hote doimfe. Notamment, il ne doit pas toe pr6c6d6 de codon stop 
30 ou d'autres signaux qui pourraient empficher son expression. 

A titre d*^emples de transposons utilisables dans le cadre de 
I'invention, on peut dter plus particuliSremerU: le transposon MinlMu ^ les 
transposons Tn (TnS, Tn5, Tn7, TnlO, Tnbla, etc). 
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La troisitoie 6tape du proc6d6 de Tinvention consiste ^ s61ectionner 
le(s) done(s) exprimant le gtoe reporteur dans Vhdte doim§, dans des 
conditions de culture d&tennin§es. Dans le cas oti la banque est r6alis6e dans 
une cellule di£f6rente de I'hdte donnfe dans lequel Texpression est recherchfee, 

5 la banque doit dans un premier temps toe transferee dans Thote donnfe, 
avant de proceder i la selection des dones exprimant le gdne reporteur. Dans 
ce cas, vme premiere selection est e£fectu6e pour isoler les transfbrmants 
ayant refu T ADN de la banque, Cette selection peut etre effectuee en utilisant 
tout marqueur d'auxotrophie ou de rfeistance* Le transfert de TADN de la 

10 banque peut etre rfealisg par toute technique connue de Thomme du metier, et 
notamment par transformation, Slectroporation, ou conjugaison* S'agissant de 
la transformation chez la levure, difffirents protocoles ont §t6 dScrits dans 
Tart anterieur* En particulier, elle peut fitre r6alis6e en traitant les cellules 
enti&es en prfesence d'acgtate de lithium et de polyethylene glycol selon la 

15 technique dfecrite par Ito al {J. Bacteriol. 153 (1983) 163-168), ou en 
pr&ence d'6thyl6ne glycol et de dimfilhylsulfoxyde sdon la technique de 
Durrens et al, (Curr. Genet 18 (1990) 7). Un protocole altematif a ggalement 
&t6 decrit dans la demande de brev^ EP 361 991. n est aussi possible de 
transformer les levures par Slectropoiation, selon la methode decrite par 

20 Karube et al. (FEBS Letters 1^ (1985) 901 La sfledion des dones exprimant 
le gjbne reporteur dans ITidte donnfi est r6alis6e apr6s transformation, dans 
difffirentes conditions de culture sdon les caract6ristiques du promoteur 
recherdife (promoteur regulable, promoteur fort, etc)* Par ailleurs, sdon le 
g6ne reporteur utilise les clones poss6dant une region promotrice active dans 

25 les oonditioi^ de la selection sont ceux g6n&ant une certaine ooloradon ou 
une luminescence, ceux prfesentant tme r6ristanoe & un oomposfe donnfe (gSne 
de r&istanoe) ou encore ceux capables de pousser dans certains milieux 
iS^nes compl6menlant une auxotrophie tels que les g6nes lacZ, URA3 ou 
LEU2> notamment), etc 

30 Dans un mode avantageux de Tinvention, il est en outre possible 

deffectuer simultanilmmt la selection des transformants et la selection des 
dones exprimant le ggne reporteur, 

Lors de la quatriSme &tape du proG§de de I'invention; I'isolement du 
fragment d'ADN comprenant la r^on promotrice est g&i&ralement rfealisfie 
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par excision au moyen d'enzymes de restriction, suivie 6vaituellement d'une 
digestion par des nucleases ou d'une synthese chimique pour reconstituer 
une partie manquante. Pre£6rentiellement, Texcision est precedee d'une 6tape 
de d61imitation de la region promotrice portfee par le fragment d'ADN. Celle- 
5 ci est g6n6ralement r§alis6e en plusieurs temps : 

- d&terminadon d*\jne carte de restriction de I'lnsert port6 par le 
clone* Cette 6tape est n6anmoins facultadve, 

- localisation de I'extr&nitfe 3' de la region promotrice : Cette 6tape 
consiste & identifier le codon ATG. EUe est g&ieralement r6alis§e par 

10 sequen^age de la jonction entre le transposon et le fragment d'ADN de la 
souche de dfiparL Ce bout de sequence peut ensuite permettre, par recherche 
dTiomolog^es avec des sequences connues, de localiser I'ATG, Si la recherche 
dliomologie ne donne pas de resultat, I'ATG peut etre identifi€ par 
s6qum5age oomplet du fragment d'ADN de la souche de depart portant la 

1 5 region promotrica 

- localisation de rextr&nitg de la r^on promotrice : Celle<i peut 
gtre mise en Evidence par des dfeiaions sequentielles sur le fragment d*ADN 
de la souche de dfipart portant la r^on promotrice ^ sous-donage dans des 
vecteurs d'expression. 

20 Les promobeurs obtenxis par le proo6d6 de I'invention peuvent etre 

utilisfe pour Texpression de tout g&ie soit dans la cellule de dfepart, soit dans 
ITidte dormfe, soit encore dans tout autre cellule dans lesquds ils sont 
fonctionnels. lis peuvent notamment 6tre utilisfes pour Texpression de gfenes 
oodant pour des protfines lecombinantes telles que par exemple des 

25 prot&nes d'int&a pharmaautique ou agroalimentaire, ou fegalement pour 
Texpression de gSnes de biosynthfise de mgtaboUtes, tels que par exemple des 
gdnes debios3mih^ d'acides amines, de vitamines^ d'antibiodques, etc 

Par ailleiirs, oes ficagments d'ADN peuvent 6galement are modifies 
prgalablemeiit h leur utilisation, par exemple pour preparer des promobeurs 
30 portables, pour les adapter 4 Texpression dans tm type particulier de vecbeur 
ou dlidbe, pour r§duire letir taiUe, pour augmenter leur acU vit§ de promoteur 
de la transdption, pour ggngrer des promobeurs inductibles, amSiorer leur 
niveau de regulation, ou ertcore changer la nature de leur rggulatioru De 
telles modifications peuvent &xe eQ^ctu§es par exemple par mutag^n^se in 



FR002693475 [http://www.getthepatentxom/Login.dQg/$patI/Fetch/FRQ02693475xpc?fromCache=lpart=mainto^ Page 8 of 10 

, I ^ 

2693475 

7 

vitro, par introduction d*^§ments additionnels de oontrole ou de sequences 
synthfedques, ou par des dSlfetions ou des substitutions des ^6ments originels 
de contr6Ie. 

L'invention a 6galement pour objet xm proc§d6 de produc±ion dune 
5 proteine recombinante par expression d'une sequence d'ADN codant pour 
ladite protfiine dans un h6te cellulaire, selon lequd Texpression de la 
sequence d'ADN est sous le contrdle d'un promoteur obtenu par le proofed^ 
dfecrit d-avant 

D'autres avantages de la prfisente invention apparaitront k la lecture 
10 des exemples suivants, qui doivent 6tre oonsidSres oomme illustradfs et non 
limitatifs. 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Preparation du transposon Mini Mu MudllZKl. 

Figure 2 : Carte de restriction du transposon Mini Mu MudllZKl, 
15 Figure 3 : Sequence de la jondion entre le promoteur du gSne PGK de Klactis 

et le g6ne lacZ de RcoU (mini mu MudllZKl) sur le done 4B3. 

Figure 4 : S6quenoe de la jonction entre le promoteur du g&ie ADHII de 

Klactis et le gene las2 de RcoU (mini mu MudHZKl) star le done lOBl. 

Figure 5 : Carte de restriction de llnsert du done IDIZ 
20 Figure 6 : S6quence de la jonction entre le promotexor du gdne FDCl de 

Klactis et le gfene Jacg de RcoU (mini mu MudHZKl) sur le done IDll 

TECHNIQUES GBNERALES DE CLONAGE. 

Les m^thodes dassiquement utilis6es en biologie molSculaire telles 
que les extractions preparatives d'ADN plasmidique, la oentrifugation 

25 d'ADN plasmidique en gradient de dilorure de c&sium, Felectrophor&e sur 
gels d'agarose ou d'acrylaxnide> la purification de fragments d'ADN par 
^ectro61ution, les extraction de protfeines au ph§nol ou au phfenol- 
chlorofonne, la predpitation d'ADN en milieu salin par de Vethanol ou de 
risopiopanol, la transformation dans Escherichia coU etc, sont bien connues de 

30 I'homme de metier et sont abondament d§crites dans la litt^rature [Maniatis 
T, et al., T^olecular Qoningr a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
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Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y,, 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), 
"Cxirrent Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 
19871. 

Les enzymes de restriction ont ete foumies par New England Biolabs 
5 (Biolabs] ou Fharmada et sont utilisees selon les recommandations des 
foumisseurs. 

Les plasmides de tj^ pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine oommerdale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont s6par6s sdon leur taille 
10 par &lectrophor6se en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au ph&nol ou 
par un mfelange phenol/chloroforme, pr6dpites k Tethanol puis incubus en 
presence de TADN ligase du phage T4 (Boehringer) selon les 
recommandations du foumisseur. 

Le remplissage des extr&nitfes proeminentes est effectue par le 
15 fragment de Klenow de TADN Polymerase I d'£ coli (Boehringer) selon les 
specifications du foumisseur. La destruction des extr6mit6s 3' proeminentes 
est effectuSe en presence de FADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilis6e 
selon les recommandations du fabricant La destruction des extremites 5 
proeminentes est effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 
20 La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynudeotides synthetiques 

est effectu6e selon la methode developpee par Taylor et al, [Nudeic Adds 
Res. 13 (1985) 8749^64], 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique 
dite de PGR [Polymerase-catalyzed Q)ain Seadion, Saiki RK. et aL, Sdence 
25 22Q (1985) 1350-1354; Mullis K.B. et Faloona FA., Meth, Enzym, 155 (1987) 
335-3501 est effectuee en utUisant xm "DNA thermal cyder" (Perkin Elmer 
Cetus) selon les spedfications du fabricant 

La verification des sequences nudeotidiques est effectuee par la 
mettiode developpee par Sanger et al. [Proc NatL Acad. Sd. USA, 74 (1977) 
30 5463-54671. 

Les transformations de K. Jactis sont effectuees par toute techiuque 
connue de lliomme de Tart, et dont un exen^le est donne dans le texte. 

Sauf indication oontraire, les souches bacteriennes utilisees sont EcoK 
DHl (Hanahan D., J. MoL Biol. /166 (1983) 557) ou ExoU JM109::(Murts) 
35 (Daignan-fomier et Bolotin-Fukuhara, Gene fi2 (1988) 45). 



EBQQ2693475J>ittpj^^ 



Pa ge 10 of 11 



2693475 

9 

Les soudies de levures xitilisees appartierment aux levures 
boxjrgeormantes et plus particulierement axax levures du genre Kluyveromyces, 
Les souche IC Jactis 2359/152 et K lactis SD6 ont ete pardculiferement utilisees. 

Les souches de leviires transfonn6es par les plasmides sont cultivfees 
5 en erlenmeyers ou en fermenteurs pUotes de 21 (SETRIQ Franoe) k 28**C en 
milieu riche (YPD: 1% yeast extract, 2% Bactopeptone, 2% glucose; ou YPL: 
1% yeast extract^ 2% Bactopeptone, 2% lactose) sous agitation constante- 

EXEMPLES 

EXEMPLE DE CLONAGE DE PROMOTEURS DE KLUYVEROMYCES EN UTILISANT 
10 COMME GENE REPORTEUR LE GENE LACZ DE ECOU EI COMME SYSTEME DE 
MUTAGENESE LA TRANSPOSmON. 

1. Preparation du tiansposon Mini Mu MudllZKl (figures 1 et 2) 

Le Mini Mu MudllZKl a 6t§ oonstruit a partir du Mini Mu MudllZZl 
d&oit par Daignan-Fomier et Bolotin-Fukuhara (Gene 62 (1988) 45). n a 06 
15 obtenu en substituant Torigine de replication du mini transposon MudTTZZl 
par une origine de replication fonctionnelle dans JQvyveromyces : Torigine de 
replication du plasmide pKDl (EP231 435). 

1.1, Construction d'une cassrtte portant I'origine de replication du 
plasmide piODl (fragment Sll). 

20 Afin de faoUter les manipulations ultj&rieures, le fragment Sll 

(portant Torigine de replication du plasmide pKDl) a 6t6 mis sous forme 
d'une cassette Notl. Pour cela, un derive du plasmide pUC18 a 6te oonstruit, 
dans lequel les sites extemes du multisite de donage (sites Hindm EooRI) 
ont ete charges en sites Notl. Cela a ete fait par digestion avec Tenzyme 

25 ooitespondante, acdon de I'enzyme de Klenow et ligature avec tm 
oligonudeotide synth^que correspondant i im site Notl [oligo 
d(AGCGGCCGCr); Biolabs], Le plasmide obtenu est designe pGM67. Le 
fragment Sll de 960 pb obtenu par digestion par I'enzyme Sau3A du 
plasmide KEp6 (Chen et al, Nud. Adds Res. 114 (1986) 4471) a ensuite ete 

30 insere au site compatible BamHI du plasmide pGM67. Le plasmide ainsi 
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obtenti, dfesigne pGM68, contient sous forme d'une cass^e NotI le fragment 
SU. 

1.2. Suppression de Torigine de replication 2p du transposon 
MudnZZl. 

5 Le plasmide pGMlS portant le mini Mu MudllZZl (Daignan-Fomier 

at Bblotin-Fukuhara prgdtte) a ete delete des regions 2ij par digestion au 
moyen de Tenzyme SalL Le site Sail xmique ainsi obtenu a ensuite §te 
transform^ en site NotI par ligature d'un oligonucleotide synthfetique 
correspondant a im site NotI aprfis action de I'enzyme de Klenow, Le 

10 plasmide resultant est appel§ pGMB9, 

L3. Insertion du fragment Sll 

La cassette NotI portant Torigine de replication du plasmide pKDl 
(fragment Sll), provenant du plasmide pUC18 modifie a ensuite &te 
introduite au site NotI tmique du plasmide pGM59. 
15 Le plasmide obtenu, d6sign6 pGM83, porte un mini Mu, appel6 

MudnZKl, qui est adapts A la levure Kluyveromyces lactis, ainsi qu*une copie 
fonctionnelle du g6ne LEU2 de S.cerevisiae capable de complementer xane 
mutation ieu2 chez Klactis (Kamper et al, Curr. Genet 12 (1991) 109) (figure 
2). 

20 2. Introduction du Mini Mu MudUZKl dans la souche ExoU portant le Mu 
helper JM109::CMucts) : Obtention de la souche 
JM109::(Mucts)::(MudIIZKl). 

La souche JM109::(Mucts) a ete transform^ par le plasmide pGM83 
contenant le mini mu MudUZKl en pr§senoe de chlorure de caldum* AprSs 

25 transformation, la transposition a &te induite par choc thermique selon la 
technique d6crite par Castilho et al. {]. BadErioL 1^ (1984) 488). Le lysat 
phag^que obtenu aprgs induction est ensuite utilis6 pour surinfecter la souche 
JM109::(Murts)- La souche JM109::(Muds) etant recA, I'ADN linfeaire 
encapside par le phage ne peut se refermer pour donner un plasmide 

30 r6plicatif. Les integrants [souche JM109::(Murts)::(MudIIZKl)] sont done 
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s61ectioim6s oomme clones chloramphenicx)! resistants (Cm^), ampidlline 
sensibles (Amp^), 

3. Ft6paration de la banque g6nomique de FClactis dans E.coK DHl 

L'ADN de haut poids mol6culaire a ete prepare ^ partir de la souche 
5 Klactis 2359/152, et digere partiellement par Venzyme Sau3A, Les fragments 
dune taille de 4 a 8 kb ont fete recuperfe sur gel d'agarose LMP ("Low 
Melting Point% SEAKEM) et donfes dans le plasmide pBR322 linfearisfe par 
BamHI et dfephosphoryle par action de la phosphatase intestinale de veau 
(Biolabs). 35 pools de 1000 colonies ampidlline i§sistantes (Amp^) et 
10 tetraqrdine sensibles (Tet^) dans Ecoli DHl ont ainsi ete realisfes, 

4. Preparation de la banque de fusion 

4.1. Introduction de la banque gfenomique de Klactis dans la souche 
JM109::(Mucts)::(MudnZKl}. 

L'ADN plasmidique de chaque pool realise dans DHl est extrait 
15 (Maniatis), Get ADN est ensuibe utilisfe pour transformer la souche 
JM109::(Mucts)::(MudIlZia) en presence de chlorure de caldum. Pour 6tre 
repr§sentatif des 1000 colonies contenues dans diaque pool de la banque 
gfenomique, plus de 3000 dones par pool ont fetfe r6cuperes dans la soxidie 
JM109::(Mucts)::(MudIIZKl) permettant la transduction. 

20 4.2. Transposition du Mini Mu MudlEZKl 

La banque de fusion est r6alis6e par transposition extensive du ^Cni 
Mu MudllZKl sur les plasmides formant la banque d'ADN genonuque de 
Klactis. Les nuni-mudx*ctions ont fete fait^ sdon le protocole decrit par 
Castilho et al. Q, BacterioL 158 (1984) 488) et les transductants ont 6t& 

25 sfelectfonnes sur milieu selectif LBAC (milieu LB (Gibco, BRL) supplementfe 
avec 50 mg/1 dampidlline et 30 mg/1 de chloramphfeniool), le marqxieur 
Amp^ fetant apporte par le plasmide, le marqueur Gm^ par le mini-ma 
Poxa* chaque pool, des transpositions sont f aites en sferie^ et entre 10 000 et 20 
000 transductants sont rfecup6t6s par pool L'ADN des transductants est 

30 ensuite extrait d'une prfeparation de 100 ml, purifie par prfedpitation au 
polyfettiylfene glycol (Maniatis et al, 1989) et resuspendu dans lOppl d'eau. Get 
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ADN a ensuite ete utilise pour transformer Klactis et potir doner des 
promotevirs. 

5. Recherche de promotetirs chez Klactis 

UADN de fusion prepare ci-dessus a ete utilis6 poxar transformer, par 
5 Slectroporation, une souche rSceptrioe de Klactis, Cette soudie r6oeptrice, 
de^gn&e SD6, porte les mutations leu2 (correspondant au marqueur de 
selection du mini-mu MudllZKl) et Iac4r8, Cette demidre mutation empeche 
la souche de pousser sur un milieu oontenant du lactose a)mme seule source 
de carbone, mais elle peut 6tre compl6ment6e par la surexpression du gdne 
10 lacZ d'Ecoli oxlant pour la fi-galactosidase (Chen et al,, J, Basic MicrobioL 28 
(1988) 211). De ce fait, I'expresaon d'une probeine fusionnee k la &- 
galactosidase doit permdJxe la croissance de la souche SD6 sur lactose aprfes 
transformadon. Ce crible positif a fete utilisfe pour selectionner rapidement 
des clones portant des promoteurs forts, 

15 5.1. Construdion de la souche r§ceptrioe Klactis SD6, 

Cette souche doit porter les marqueurs suivants : 

- marqueur d'auxotrophie oomplfementfe par le marqueur du mini mu 

(LEU2) 

- marqueur Ade+ pour 6viter des probltoies de lecture sur milieu 
20 Xgal dus a la coloration rouge de TallSie Ade", 

- marqueur lac4 (mutfe pour la £-galactosidase). L*utilisation de ce 
marqtaeur doit permettre, dans le cas d'lm piomoteur fort et done d'tme 
prob^e de fusion fortement exprimfee, de compl&nenter le ph6notype lac- 
de la soucha 

25 La souche SD6 (Chen et al,, MoL Gea Genet 238 (1992) 97) a ete 

obtenue par croisement de la souche CXJ1-7A (a, lao4n8, uraA, adel-1, Kl, K2, 
pKDl) (Chen et Fukuhara, Gene fi2 (1988) 18187) avec la souche AWJ-137 
(leu2, trpl, homothaUique) (KSmper et al, Curr. Genet 12 (1991) 109), et 
selection des spores ayant le genotype ADE+, uraA, leu2, laG4-8. Comme les 

30 spores obtenues n'6taient pas capables de r^fengrer aprSs tranformation par 
protoplastes, tm croisement retour a fetfe fait avec la souche CXJ1-7A. Apr6s 
sporulation en masse, les spores du g&iotype dioisi ont 6t§ testfies par 
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transformation au chlorure de lithium avec le plasmide BCEp6 selon une 
technique dferiv&e de oelle dfecrite par Ito et al, Q. Bacteriol, 153 (1983) 163) (la 
concentration en UQ est de 20 mM, soit 10 fois moins que oelle utilis6e par 
Ito pour S.ceremsiae). La souche CXJ1-7A a send de temoin de transformatioa 

5 La souche SD6, sdectionnfee sur ces critferes, se transforme 

oorrectement : 1 i 3 . 10^ transformants par pg d'ADN; et les transformants 
ont une stabilite satisfaisante : 30 k 40% des colonies gardent le phenotype 
[Ura+] aprSs 6 generations en milieu non selectif . 

5*Z Isolement de promoteurs forts 

10 La souche SD6 a ete transform^ par eledxoporation sdon Becker et 

Guarante (in Methods in Enzymology voll94 (1991) 182) (appareil Jouan; 
2500 V/cm; 80-100 ng d'ADN/ transformation) avec TADN de 11 pools de 
transductants obtenus en 4. (correspondaixt d une banque de 11000 clones 
dans Ecoli\. Apr^ 5 heures de r6g6n&cation en milieu YPD (extrait de levure 

15 : IQg/l, peptone : lOg/l; glucose 2Qg/I), les cellules ont ete 6tal6es sur milieu 
minimum lactose, Les transformants capables de pousser sur lactose ont &db 
restrife et, pour chaque done, le plasmide a 6t6 extrait^ amplifi6 dans Exoli, 
et, aprte verification rapide de la caite de restriction du vecteur et du mini- 
mu, udlisg pour retransformer la levure SD6, Apr6s retransformatioiv 

20 diffferents clones de KAactis capables de pousser sur lactose ont 6t6 mis en 
Evidence Chacun de oes dones porte une rfigion promotrice capable 
d'exprimer im g&ie het&rologue dans la levure Ulactis. Parmi les dones ainsi 
identifl^, plusieurs ont analyses par restriction et par sgquenyage des 
jonctions entre la protgine de ICbctis et la £-galactosidase. En effet, la 

25 sequence des jonctions ^ partir de rextr6mit§ lacZ du mini-mu (sequence 
double brin) peut &xe d6terminfie par s^uen9age au moyen d'xm 
oligonudeotide compl&nentaire des extr6mitfe du mini-mu. n est 
notamment possible d'utiliser les ol^nudfiotides ayant la s^uence 
suivaiUe: 

30 (i) oUgonudeotide amont ; ff^nrGTTTCATTTGAAGCGCG-y 

(ii) oligonudeotide aval : 5'-CCCACCAAATCTAATCCC-3' 



FRQ02693475 fhttp://vww.Retthepat€ntxom/LoRin.dog/$patI/Fetch/TRQ02693475xpc?fromCache=lpart-^ 



Pa ge 15 of 11 



2693475 



14 



Dans exemple, la sequrace a et6 r6alis6e au moyen de 
roligonudeotide (i) situ& ii -59 nucleotides de la jonction, Cette 6tape de 
s^quen^age permet de verifier Tinsertion du mini-mu en phase dans une 
phase de lecture ouverte (on attend une ORF dans le cadre -1) et, lorsque c'est 
5 le cas, d*analyser la sequence protfiique d6duite de la sequence nudeotidique 
par comparaison avec les sequence de banques de proteines dautres levures 
ou eucaryotes (Genbank, MIPS, EMBL, etc). 

L'analyse de la sequence des jonctions a permis de montrer que le 
done 4B3 portait le promoteur du gSne de la phospho-glyc&ate kinase de 
10 fCkctis (figure 3), que le done lOBl portait le promoteur du gene de I'alcool 
deshydrogenase n de tClactis (figure 4), et que le done 1D12 portait le 
promoteur du gSne de la pyruvate decarboxylase de KlacUs (figures 5 et 6), 
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REVENDICATIONS 

1. Proc6d6 d'idenlification et/ou de donage de pronvoteurs 
transcriptionnels fonctionnels dans tin h6te donne, caracteris6 en oe que Ton 
effectue les etapes suivantes : 

5 - on prepare une banque d'ADN d'lrne cellule de depart determinfee, 

- on realise tine mutagen^ insertionnelle par transposition sur cette 
banque permettant d'insferer dans VADN de la cellule de depart un 
transposon portant un g&te report3eur dont Texpression dans Thdte donne 
peut Stre mise en Evidence, 

10 - on sQedionne le(s) done(s] exprimant, dans des conditions de 

culture dfeterminSes, ledit g^e reporteur dans llidte donne, et, 

- on isole le fragment d'ADN comprenant la region promotrice du 
(des) done(s] ainsi s61ectionn§[s]* 

2. Proc6d6 sdon la revendicatton 1 caractferisS en ce que la cellule de 
15 depart est une cellule eucaryoteouprocaryote. 

3. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que la banque de 
la cellule de depart est une banque gtoomique prSpar^ par rupture des 
cellules, digestion de TADN au moyen d'enzymes de restriction ^ insertion 
de TADN ainsi digere dans xm vecteur, 

20 4. Ftodbdk selon la revendication 3 caract6ris§ en ce que Ton utilise 

des conditions de digestion permettant d'obtenir des fragments d'tme taille 
d'Q>viron4i8kb^ 

5. Precede selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que la banque de 
la cellule de depart est une banque d'ADNc preparfee a partir des ARN par 

25 transcription inverse. 

6. F£ocM§ selon la revendication 1 caract§rise en ce que le gtoe 
reporteur est un gSne dont Texpression induit ime coloration de lli6te donn^ 
ou lui confix un caractfere Ituninesoent, ou lid oonfere une rg^tance, ou est 
un g&ne indispensable ^ la croissance de llidte donn§ dans certaines 

30 conditions de culture. 
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7. Proofed^ sdon la revendicadon 6 caractferisS en ce que le gSne 
reporteur est cJioisi parmi le gtoe LacZ, LuxA, CUPl et aph. 

8, Proofed^ selon la revendication 6 ou 7 caract6ise en ce que le g6ne 
reporteur est present dans le transposon dans une forme ne permettant son 

5 expression que par fusion traductionnelle avec un gene de ITiote donnS, 

9, Proc6d§ selon la revendication 1 caiact6ris6 en ce que le transposon 
est choisi parmi le transposon mini mu et les transposons Tn.. 

10. Utilisation d'xm promoteur obtenu par le proc6d& selon Time 
queloonque des revendications 1^9 pour Tecpression de gdnes. 

10 11. Utilisation selon la revendication 10 pour I'expression de genes 

codant pour des prot§ines recombinantes telles que par exemple des 
prolines d'int6ret pharmaceutique ou agroalimentaire, ou ^galement pour 
Texpression de genes de biosynthSse de mfetabolites, tels que par exemple des 
gdnes de bioqrnthdse d'addes amin&r de vitamines, ou d'antibiotiques. 

15 IZ Proc36d6 de production d*une proteine recx)mblnante par 

expression d'lme s&juenoe d'ADN codant pour ladite protfeine dans im hflte 
cellulaire caractSrise en ce que I'expression de la sequence d*ADN est sous le 
Gontrdle d'un promoteiar obtenu par le proc&d6 selon Tune quelconque des 
revendications 1^9, 

20 13. Banqxae d'ADN dite banque de fusion, consistant en tme banque 

d'ADN de Khiyveromtfces sur laquelle a 6t6 r6alis6e tjne mutagfin^ 
insertionneUe au moyen d'un transposon MiniMu comprenant im gfine 
reporteur. 
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Type DE Sequence: Nucleotide 
Longueur : 247 paires de bases 

NOMBRE De BRINS : 1 



CONHGURATION : 



Lineaire 



Type de molecule : ADNc 



ORIGINE: 



Kluyveromyces lactis 



1 CATCGGCAAC TGGAGCCAAT GAGTATTTGT CGTTAACTTC ACCGTTTGGT 

51 CTACCCAAAT GAGAGGCCAA GACAATGGCC TTTGGCTTCT TTTCCAAAAC 

101 GTATTGAATA GTAGGCAGAG CTGCTACAAT TCTTTGGTTG GAAGTGATCT 

151 TCTTACCGTC CATGGGCGTT GAAATCAACT CTGAT6AACA CTCTTTTACC 

201 AGTGACATCC AAATCCTTGA CAGTCAATTT TGAACTCAAA GACATTT 



Figures 
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TYPE DE SEQUENCE: Nucleotide 

LONGUEUR : 212 paires de bas^ 

NOMBREDEBRINS: 1 

CONFIGURATrON : Lineaire 

TYPE DE MOLECULE : ADNc 

ORIGINE : Kluyveromyces lactis 



1 CAGACAAGTC AGCATCGGGA CAGTTGGATT CATTGGACAA TTCACAGTAT 

51 TCACAGGACA TACAAGAACC GTTCAACCAT TTGATACCAG CAAAGTCACC 

101 AATGTTCCAG CCCTTGACAT TTTCACCCAT AGCAACAACG ACACCAGCAC 

151 CTTCGTGACC ACCAACTAAT GGCAATTTGG TTGGCAAGGC AGTCACCCTT 

201 CCATGCGTGC AA 



Figure4 
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SE0]DNO:3 

TYPE DE SEQUENCE: Nucleotide 
LONGUEUR : 295aires de bases 

NOMBREDeBRINS: 1 
CONFTGURATION : Lineaire 

TYPE De Molecule : ADNc 

ORIGINE : Kluyveromyces lactis 



1 ACAATAGAGC ACCGACCGAT AGAACCAAGT CAGCAGATTC AACGGCTTCC 

51 TTGACAGCTG GAGAAGATAG GGTACCGACG TAGACACCAC CGAATCTTGG 

101 GTGCTTTTCG TCAATGGAAC CCTTACCCAT TGGGGTAACG AAGGCTGGGA 

151 ATTGAGTCAA GTCGATCAAC TTCTTGGTCT CAGCCTTGGC ATCGTGTCTG 

201 GAACAACAAG CATCAGCCAA GATAACTGGG TTCTTAGCTT CCTTGATCAG 

251 TTGCAAGACG TTTTCGATGA CTTCTTCTTC GGCTTCTGGG TCATT 



Figures 
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